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(3中国科学院上海植物生理研究所t上海 200032) 

摘 要 通过对CaMV CABB—BJl和Bari一1株系基因 的克隆和转化，在根癌农杆菌菌 

种GV3101的介导下．利用真空渗人法获得了转化CABB-BJI和 Bnri一1基因 的拟南芥转基 

因植株。分子检测表明，基因Ⅵ已整台进拟南芥基因组并有不同程度的表达。在转基因植株 

中．出现了类似病毒感染症状、多生长点及花粉生活力较低等个体的变异株。而多数转基因植 

株(占转基因植株 7O．4 )为无症状的正常植株。对转化 CaMV Bnri一1株系基因 Ⅵ的 9个无 

症状转基因株系揍种CaMV CABB—BJI病毒抗性表明．9个转基因株系表现出了不同的抗 

性 。 

关键词 CaMV基因Ⅵ 逗! 整丝，毽苎里焦蕉塞型，遗传工程的交卫保护， 里垄 
中图分类号 至 

植物病毒病是严重危害农业生产的重要病害．抗病毒病育种是植物育种学家长期探 

索与关注的焦点，植物分子生物学和基因转移技术的发展为解决这一问题提供了手段。 

Powell A等 首次报道了遗传工程的交叉保护，他们发现表达TMV外壳蛋白(cP)的转 

基因烟草对TMV具有一定抗性。随后，许多学者分别培育出了表达 AIMV，CMV．TRV， 

TsV，TEV和PVT等病毒CP的不同转基因植株，并对其抗性进行了研究分析 。这些 

研究说明利用病毒的某些基因有可能成为控制病毒病的重要策略。花椰菜花叶病毒 

(CaMV)在遗传工程研究方面已展示出极显著的优越性 ]。 

1 材料与方法 

1．1 供试材料与CaMV基因gi的PCR扩增 

供试植物材料为野生型拟南芥(Ara&'dopsis thaliana)生态型Landsberg erecta．所用 

根癌农杆菌(Agrobacterium tumefacie~u)菌种(GV3101(pMp90))f-4 由Dr Ian Graham提 

供。CaMV温和株系Bari一1和严重花叶、发育迟缓株系CABB—BJI基因组分别克隆在 

pUC9的Sal I位点和pGEM5的Sal I位点．由Dr Covey S N提供。2个株系基因Ⅵ的 

扩增均在Hybaid Omni Gene PCR仪上进行。引物同文献[-]。反应是在pfu DNA多聚 

酶催化下进行，反应液总量为 50 ，cAB B儿基因Ⅵ的扩增是先在 95 C预热变性处理 

5 min，再进入循环(变性 95℃．1 rain；退火 5O℃．5 rain；延伸 72℃，5 min)，共 30个循环， 

最后一个循环“延伸”延长7．5min．Bari一1基因Ⅵ的扩增是经 95℃下预热变性 5min，再 
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进入循环(变性 95~C，1 min{退火 40℃，7min；延伸 72"C，7min)共 30个循环，最后的一 

个循环 延伸”延长 8．5 min． 

1．2 CaMV基因Ⅵ的重组、克隆与转化 

将PCR产品在低溶点琼脂糖凝胶中电泳。用单面刀片切下PCR扩增片段，经ELU— 

TIP—d柱分别获得纯化了的CABB-BJI基因Ⅵ和Bari一1基因Ⅵ．将所扩增纯化了的2个 

基因Ⅵ和PJO530质粒(是Binl9所衍生的一个质粒，含有CaMV35a启动子，携带新霉素 

磷酸转移酶基因)分别经Xbal I和Kpn I双解后，在T．DNA连接酶作用下，获得重组质 

粒PJO530：：CABB-BJIGⅥ和pJO530：：Bari一1GⅥ．重组质粒经转入E coliDH5a菌种增 

殖、鉴定后，采用深冻一融解法(freeze—thaw method)将其直接转入GV3101(pMp90)菌种， 

分别获得 BJI菌株和Bari菌株。 

1．3 基因转移与筛选 

方法同文献[5]。 

1．4 转基因植株分析 

PCR分析 植株叶片DNA的提取采用微量提取法 ]。PCR反应是在Idaho Tech— 

nolog公司所生产的气热交换 PCR仪上进行。反应条件同文献[5]。 

Southern杂交分析 DNA转移、探针制备和Southern杂交方法同文献[7]。 

ELISA检测 方法同文献[5] 

1．5 交叉保护研究 

材料 CaMV CABB—BJI毒源由英国格拉斯哥大学植物系 Wolfson实验室提供，在 

芜菁上保存繁殖。 

接种毒源的制备 采集系统感染CaMV CABB-BJI毒源的芜菁叶片10 g，加少许金 

钢砂在TE缓冲液中研磨成浆液，最后再用TE缓冲液稀释至5O mL即可接种 在转基因 

植株T。代4～5叶期，用玻棒蘸取约2 L接种毒源接种于第二或第三片新叶上，接种后 

接种植株置于2O℃士2℃的温室进行培养。培养25 d后统计发病率和病情指数。 

病株分级 依据病株发病严重程度划分 4级。0级，无症状{1级t明脉t花叶不明显； 

3级，系统花叶明显，但生长势与对照无明显差异；5级t重花叶，植株矮缩 

2 结果与讨论 ． 

2．1 CaMV基因u的分离、重组、克隆与转化 

分别以CaMV CABB-BJI株系和CaMV Bari一1株系基因组DNA重组于pUC9和 

pGEM5 Sal I位点的 2个重组 DNA为模板，利用 PCR技术扩增获得了CaMV CABB- 

BJl基因Ⅵ(图1；AtB)和CaMVBari一1基因Ⅵ(图 1；c，D)。将这2个基因纯化后，重组于 

质粒PJO530的Kpn I／Xba I位点。重组质粒增殖鉴定后转入农杆菌菌种GV3101．提取 

转化农杆菌菌株质粒DNA，酶切分析表明，目标基因已整人农杆菌菌株(图2)。 

2．2 CaMV基因Ⅵ在拟南芥上的转化与检测 

经真空渗入法在转化植株上采收了大量种子(T。代)口]。对由BJI菌株转化的40 mg 

种子(约2000粒)，在含潮霉素(30mg／mL)的l／2Ms培养基上进行了筛选，获得了13株 

抗潮霉素的植株，转化率为0．65 ，其中2株转化植株在移栽后3周死亡。在含有潮霉素 
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M A B C D 

+_c．_I、r基固YI 卜PJO530葳杖ⅡNA 

+-c·_Iv基日YI 

(日#基固) 

图1 以CaMV CABB-Nt和Bari一1株系 图2 从构建的农杆菌B】1菌株、Bari菌株 

基因组重组 DNA为摸扳的 CaMV 所提取的质粒DNA的眼制内切酵 

基因V1的PCR扩增 (KpnI／Xba1)双解分析 

M．DNA分子标样．Hind I滑解KDNA~ M．DNA分子标样．Hind I消解 M3NA~ 

A-＆CaMV CABB-BJI基因Ⅵ的PCR扩增带} AtB．C．BJI菌株的酶切带； 

C．D CaMV Barl-1基因Ⅵ的PCR扩增带 D．E．F．Bait的酶切带 

的培养基上，它们均能萌发生根，经1周萌发培养，其根伸人培养基达4～6 cn2，说明其抗 

潮霉素，而移栽于营养钵，虽能很快缓苗，但不久生长停滞，严重黄化，最终导致死亡。 

cAB BJI是引起拟南芥严重花叶、生长迟缓的株系。基因Ⅵ与CaMV症状的严重程度、 

缺绿和寄主范围等有关 。因此，抗潮霉素的转化植株死亡的可能原因是基因Ⅵ在植 

物基因组的位置效应 或 

整合的位点数过多。 

通过对 Bari菌株转 

化的To代种子40 mg(约 

2 000粒)进行抗潮霉素 

筛选，获得了16株抗潮霉 

素植株，转化率为0．8 ． 

需 指 出 的 是，转 化 株 

LBaril D2 T 代幼苗经 

PCR分析扩增出了目标 

基因——基因Ⅵ带，但在 

其 Tt植株上采收的种子 

(2次共筛选 1 000粒)均 

不抗潮霉素。造成这一现 

象是基因 Ⅵ未整合进植 

图 3 caMV基因Ⅵ转化植株的PGR分析 

M．1 kb DNA标样}cK 非转化拟南芥植株 DNA与pucg：：Bar[一1 G 

DNA混合‘1～l4 分别为拟南芥转基因植株LBari 1D1tLBarl 6c1．LBari 1B1 

LBari 1A1．LBari 1CZ．LBari 1D3，LBar L 6A1．LBar[2E1．LBari 2D1． 

LBari 6c2．LBar[2132，LBari 6B1．LBair 1A2 LBair 6D3 

物基因组而仅存在于细胞质，或新霉素磷酸转移酶基因不表达，或丢失，或其它原因+尚待 

进一步探索 

获得抗潮霉素的转化植株经PCR分析，均扩增出了目标基因带(图 3)。Southern杂 
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交同样获得目标基因杂交带(图 4)。ELISA检测结果表 明有基 因 Ⅵ产物的合成。在 

492 nln波长下，如 以非转化植株ELISA的结果为0．0000，则不同转化植株为0．1620~ 

0．6375．其中，转化CABB—BJ10基因1／i的合成产物为 0．1．620~0．2125，转化Bari一1基因 

Ⅵ的合成产物为0．1845~0．6375．这一结果说明了基因Ⅵ已整合进拟南芥基因组，并获 

得了不同程度的表达 

14 13 12 11 1O 9 8 7 6 5 4 3 2 1 CK M  

圈 4 CaMV基因切转基因植株的Southern杂交分析 

M．1 kb DNA标样杂交带‘cK和 1～l4杂交带同图3注 

2．3 CaMV基因Ⅵ转化植株的特征特性 

在转化 CABB—BJ1基因1／i的 l1个存活的转基因植株中，有 3株变异株．占转基因植 

株的．27．27 ，其余转基因植株(占转基因植株72．73 )与非转化植株的表型没有差异。 

在 3株变异株中，LBJI6A1，外叶出现类似病毒感染的花叶，生长较迟缓；LBJI6B1，叶浅 

黄，但无明显花叶现象一生长较迟缓；LBJI6C1，叶深绿+叶缘有缺刻，但生长缓慢(图5)。 

图 s 拟南芥转基因植株表型 

A．LBJI6A1}B．LIgaritD3；C右 ，左上、右下、左下分别为 【_Bari 1A2．Lgari 6D3，【_Bari lA1和 

l Bari 1131；D LBari 6C2；E llBari 6B1；F LBari 6C1 
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CaMV基因Ⅵ蛋白是一个多功能蛋白，与CaMV症状的严重度、症状类型、寄主范围 

等有关[1“。基因Ⅵ的表达引起了类似CaMV感染的症状，这一结果与Schoelz J E等人的 

研究结果一致 。但多数转基因植株无症状，这种表型效应是基因转化系统调控细胞转 

录机制的结果，从而导致转录的蛋白过多或过少，或是基因Ⅵ蛋白的其它功能所致。 

在转化Bari一1基因Ⅵ的转基因植株中，出现 5株变异株，占转基因植株的 31．25 ， 

其余6 8．75 的转基因植株与非转基因植株表型没有差异。在5株变异株中，LBarilD3t 

严重花叶，生长迟缓，叶缘有缺刻}LBarilA2，叶片黄化，叶缘有缺刻，生长迟理}LBar— 

i6C2，叶色正常t但生长较非转化植株慢~LBari6B1，则出现5个生长点(多头性)同时发育 

的现象(图5)。自交结果分析表明，这种多头性受一对基因控制)LBarilC1，花粉生括力较 

低，天然自交结籽率极低(单株结籽 100粒以下)，角果短小，人工测交结实正常。 

值得指出的是，CaMV Bari一1株系是一个温和株系，在自然或人工接种条件下感染拟 

南芥，不出现任何症状。而将其基因Ⅵ转人拟南芥，笔者发现了3株转基因植株出现了严 

重花叶、黄化、生长迟缓等类似病毒感染表型。CABB-BJI株系基因Ⅵ导人不同植物，部分 

转化植株出现严重缺绿表型已有报道 ”，而尚未见Bari-1基因Ⅵ导人转化植株引起严 

重的缺绿或花叶症状的报道。比较Bari-1基因Ⅵ转化植株与 CABB—BJI基因Ⅵ转化植株 

的ELISA结果不难发现，基因Ⅵ产物的合成前者平均是后者128．25 ．显然，导致Bari一1 

基因Ⅵ转化植株出现类似病毒病症状与其基因Ⅵ所转录蛋白过多有关 

2．4 caMV基因Ⅵ转化檀株的交叉保护作用 

在温室内，用 CaMV严重花叶、发育迟理株系——cABB-BJI对转化Bari一1基因Ⅵ 

的非变异植株(表型无症状)进行抗病性鉴定。同时，以野生型拟南芥生态型Landsberg 

erecta非转化植株作为对照，在同样条件下接种CaMV CABB-BJI病毒进行抗病性鉴定 

(附表)。与对照相比，腺LBaritA1和LBari2D2与对照发病率均为100 外，其余供试转 

基因株系的发病率和病情指数均有所下降，LBarilA1和LBari2D2的病情指数也较对照 

明显低。转基因株系表现出较好的抗性。这一结果说明在caMV基因Ⅵ转化植株中，存在 

着遗传工程交叉保护。 

附毫 CaMV Bari—l基固Ⅵ转化檀株对CAI~B-BJ／株秉的抗性寰现 

注：1痛害反应类型中，“+”表示抗痛； 一 表示感病； 士 表示中抗 

2．对照为野生型拟南芥生态型 Landsberg el~csa 
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很早人们就观察到交叉保护作用现象并用之于作物保护。Stratf0rd等 对 CaMV 

不同株系的交叉保护研究表明，在芜菁上，温和株系Bari一1对严重花叶株系CABB-BJI具 

有交叉保护作用。但是，这种保护作用存在着许多潜在的危险，使其应用受到很大限制。例 

如起保护作用的病毒可能侵害别的作物，也可能由于病毒的突变引起更严重的病毒传播。 

取代以往的交叉保护作用，遗传工程的交叉保护受到了广泛的关注。但多数学者的研究集 

中在利用CP蛋白基因、54 kD蛋白基因、病毒卫星RNA基因、反义RNA基因等[1～|]。而 

于CaMV基因Ⅵ的遗传工程交叉保护尚未见研究报道。CaMV基因Ⅵ提供的交叉保护 

作用的机理是什么?是基因Ⅵ蛋白所表达的结果，抑是基因Ⅵ所诱导的抗病性，这一抗病 

性与启动子、转化系统及基因Ⅵ在植物基因组位点的关系等，这些问题将会成为今后这一 

领域研究的又一焦点 
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The Genetic Transformation and Genetically Engineered Cross 

Protection of CaM V Gene VI in Arabidopsis âliana 

Gong Zhenhui Milner J J He Yuke。 Chen Qilin Xue wanxin 

fl Departm~t of Hor~iculture， nĤ  一 Agricultural Univer*ity，Ya~tgling，Ŝ口㈣ 712100) 

(2 Deparzme~rt of BeCany，Glasgow University．Glasgow ．G12 8∞ ，UK) 

t s g Instltute of Pkm Ph iology．Academic Sinlea．s n ai．200032) 

Abstract Agrobacterium tumefaclens strain GV3101 mediated transgenic plants 

containing CABB BJI gene Ⅵ and Bari一1 gene Ⅵ were obtained in Arabidopsis thaliana 

by using the method of vaccum infiltration through the cloning and transformation of 

gene w of cauliflower mosaic virus(CaMV)strains CABB—BJI and Bari一1．The molecu— 

lar assay showed that the gene V1 was integrated into plant genomes of Arabidopsis 

thaliana and had expressions of various degrees．The mutants of different types，includ— 

ing virus symptom—like phenotype，multiple growing points and lower viability of pollen， 

were found among the transgenic plants．Most of the transgenic plants(7O．4 percent)， 

however，were symptomless．The strain CABB—BJI of CaMV artificially inoculated nine 

lines of symptomless transgenosis from the transformed gene VI of CaM V strain Bari一1． 

The results of the resistance indieated that the nine lines had various resistance reac— 

tions． 

Key words gene Ⅵ of CaMV ，genetic transformation，genotype of transgenie 

plants，genetically engineered cross—protection，Arabidopsis thaliana 
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